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Vorbemerkung
Bei der hier vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine kumulative Dissertation. Die dazugehö-
rende Publikation ist im November 2013 in  PLOS ONE erschienen und wurde hier eingefügt.
Die Publikation enthält alle relevanten experimentellen Daten sowie die ausführliche Diskussion
der Ergebnisse.
Bibliografischer Nachweis der Publikation:
Nick Helms, Maria Kowalski, Peter Illes, Thomas Riedel (2013) Agonist Antagonist Interactions
at the Rapidly Desensitizing P2X3 Receptor. PLOS ONE DOI: 10.1371/journal.pone.0079213
- 1 -
Bibliografische Beschreibung
Helms, Nick
Wechselwirkungen von Agonisten und kompetitiven Antagonisten mit der Ligandenbindungs-
stelle des schnell desensitisierenden P2X3-Rezeptors
Universität Leipzig, Dissertation
S. 46, Lit. 88, Abb. 4, Tab. 1, Anlagen 2
Referat
Purinerge  P2X3-Rezeptoren  spielen  eine  bedeutende  Rolle  in  der  Vermittlung  chronischer
Schmerzen, welche ein führendes Problem des Gesundheitswesens mit  vielen sozioökonomi-
schen Konsequenzen darstellen.  Die Tatsache,  dass  P2X3-Rezeptoren fast  ausschließlich von
nozizeptiven Neuronen exprimiert werden, macht sie trotz ihres besonderen Desensitisierungs-
verhalten zu vielversprechenden Angriffspunkten zukünftiger Schmerztherapien, beispielsweise
mithilfe kompetitiver Antagonisten an diesen Rezeptoren. Zur Analyse der Wechselwirkungen
zwischen Agonist und kompetitivem Antagonist wird meist der Schild-Plot benutzt. Jedoch ist
dieser im Falle der sehr schnell desensitisierenden P2X3-Rezeptoren ungeeignet, da die Vorbe-
dingung eines stabilen Gleichgewichts zwischen Agonist und Antagonist aufgrund der Desensiti-
sierung nicht erfüllt ist.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine neue Methode zur Analyse der Interaktion kompetitiver
Antagonisten mit ihrer Bindungsstelle am Beispiel des P2X3-Rezeptors zu entwickeln und so für
die Antagonistenbindung bedeutende Aminosäuren der Bindungsstelle zu identifizieren.
Mittels der Patch-Clamp-Technik wurden die Effekte der Antagonisten A-317491, TNP-ATP und
PPADS auf die vom P2X1,3-Rezeptor-selektiven Agonisten α,β-MeATP induzierten Ströme am
P2X3-Wildtyp-Rezeptor und an fünf Rezeptormutanten mit veränderter Ligandenbindungsstelle
untersucht.  Alle  Rezeptoren  wurden  in  HEK293-Zellen  exprimiert.  Anhand  der  gemessenen
Daten wurde ein Hidden Markov Model (HMM) erstellt, welches die sequentiellen Übergänge
des Rezeptors von geschlossen zu offen und desensitisiert in An- und Abwesenheit des Antago-
nisten  miteinander  kombiniert.  Die  am P2X3-Rezeptor  induzierten  Ströme  konnten  mithilfe
dieses  Modells  korrekt  gefittet  und die  für  die  Antagonistenbindung wichtigen Aminosäuren
innerhalb der Bindungsstelle bestimmt werden.
Als  Resultat  dieser  Arbeit  konnte  außerdem gezeigt  werden,  dass  das  HMM eine  geeignete
Methode  zur  Analyse  der  Wirkung  kompetitiver  Antagonisten  an  schnell  desensitisierenden
Rezeptoren  darstellt.  Die  untersuchten  Antagonisten  A-317491  und  TNP-ATP haben  einen
kompetitiven Wirkmechanismus, während PPADS eine pseudoirreversible Blockade verursacht.
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Abkürzungsverzeichnis
α,β-MeATP α,β-Methylen-Adenosintriphosphat
A-317491 5-[[[(3-Phenoxyphenyl)Methyl][(1S)-1,2,3,4-Tetrahydro-1Naphthalenyl] 
Amino]Carbonyl]-1,2,4-Benzoltricarbonsäure-Natriumsalz-Hydrat
A-317344 R-Enantiomer von A-317491
ATP Adenosintriphosphat
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure
ΔG Bindungsenergie
EC50 mittlere effektive Konzentration
HEK293-Zellen humane embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney cells)
HMM Hidden Markov Model
IASP International Association for the Study of Pain
k1 Assoziationsrate
k-1 Dissoziationsrate
KD Dissoziationskonstante
ln Logarithmus naturalis
n Anzahl der durchgeführten Experimente
NAMD Nanoscale Molecular Dynamics program 
pA2-Wert antagonistische Potenz
PPADS Pyridoxalphosphat-6-Azophenyl-2',4'-Disulfonsäure-Tetranatriumsalz
QUB Software für Analysen und Simulationen von Markov Modellen
R Gaskonstante
S Zeitpunkt
s Sekunde
SD Standardabweichung (Standard deviation)
T absolute Temperatur
TNP-ATP 2',3'-O-(2,4,6-Trinitrophenyl)Adenosin-5'-Triphosphat-
Tetra(Triethylammonium)-Salz
Wt Wildtyp
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1 Einleitung
1.1 Schmerz – Definition und Klassifizierung
Die internationale Gesellschaft zur Erforschung des Schmerzes (IASP) definierte Schmerz im
Jahr 1979 als eine unangenehme Sinnes- und Gefühlserfahrung, die mit tatsächlicher oder poten-
tieller Schädigung von Gewebe einhergeht oder so beschrieben wird, als wäre sie durch eine
solche Schädigung verursacht worden  [1]. Die Schmerzwahrnehmung ist dabei stets subjektiv
und das Ergebnis einer Wechselwirkung von nozizeptiven Stimuli, emotionaler Wahrnehmung,
der  erwarteten  Langzeitwirkung,  Gedächtnisinhalten,  neuropsychologischen  und  sozialen
Effekten [1], [2].
Schmerzen  können  anhand  ihrer  Ätiologie  folgendermaßen  eingeteilt  werden  [3]:
1. Nozizeptorenschmerz – traumatische, entzündliche oder tumoröse Einflüsse führen zu einer
Reizung der nozizeptiven Rezeptoren und signalisieren eine drohende oder bereits eingetretene
Gewebsläsion.
2. Neuropathische Schmerzen – der Schädigungsort liegt im peripheren bzw. zentralen Nerven-
system, dazu zählen Polyneuropathien, virale Infektionskrankheiten mit Nervenwurzelaffektion,
das  spinale  Querschnittsyndrom,  Schmerzen  bei  Engpasssyndromen  und  Deafferenzierungs-
schmerzen nach Amputation.
3. Schmerzen infolge funktioneller Störungen – sie entstehen durch eine fehlerhafte Funktion
von Teilsystemen des Körpers; dazu zählen reflektorische Schmerzen, beispielsweise das lokale
Lumbalsyndrom oder Migräne.
4. Somatoforme Schmerzen – sie sind die körperliche Manifestation unbewältigter psychischer
oder  psychosozialer  Probleme;  sie  können  auch  durch  einen  sekundären  Krankheitsgewinn
operant verstärkt werden.
Die  Einteilung in  akuten und chronischen Schmerz berücksichtigt  den zeitlichen Aspekt  des
Schmerzes. Akuter Schmerz ist durch die Dauer der Nozizeptorenstimulation und die anschlie-
ßende Regeneration limitiert und hat die Funktion eines Warn- bzw. Leitsignals, wohingegen
chronischer Schmerz diese physiologische Funktion verloren hat und eine Krankheitsentität mit
eigener Sekundärpathologie darstellt. Chronischer Schmerz persistiert auch nach der zu erwar-
tenden Rekonvaleszenz, besteht jedoch mindestens für eine willkürlich festgelegte Zeitspanne
von drei Monaten. Obwohl chronischer Schmerz initial in Abhängigkeit von einer Primärpatho-
logie entsteht, also einer Gewebeläsion oder Fehlregulation des Körpers, sind die Konsequenzen
für die Patienten oft schwerwiegender als die auslösenden Ursachen [4].
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1.2 Chronischer Schmerz – klinische und ökonomische Relevanz
Bei  einer  europaweiten  Umfrage  aus  dem Jahr  2003 berichteten  20  % der  Befragten,  unter
mäßigen bis schwerwiegenden chronischen Schmerzen zu leiden, welche wenigstens für sechs
Monate bestanden und mindestens zweimal pro Woche auftraten [5]. Dieser chronische Schmerz
reduziert deutlich den Gesundheitszustand der Patienten sowie deren Lebensqualität [6]–[11] und
beeinträchtigt zudem die Familienangehörigen der Betroffenen [12]. Der Einfluss dieses Leidens
auf das Leben der Patienten ist so bedeutend, dass Menschen, die in einem multidisziplinären
Schmerzzentrum in  Norwegen behandelt  wurden,  in  Bezug auf  ihre Gesundheit  eine  ebenso
niedrige Lebensqualität wie Patienten mit einer fortgeschrittenen Krebserkrankung unter pallia-
tiver  Behandlung  angaben  [8].  Zudem  korrelieren  chronische  Schmerzen  stark  mit  einem
erhöhten Risiko für die Entwicklung einer Depression [6], [13], [14].
Die Hälfte der Menschen mit chronischen Schmerzen werden durch diese bei der Ausübung ihres
Berufs beeinflusst [5], [7], [15]. In ganz Europa berichteten fast 20 % der Befragten mit chroni-
schen Schmerzen, dass sie wegen der Schmerzen ihren Arbeitsplatz verloren haben  [5]. Insbe-
sondere neuropathischer Schmerz hat einen schwerwiegenden Einfluss auf die Arbeitstätigkeit
der Betroffenen [16]. Neue Studien bestätigen die hohen indirekten sozioökonomischen Kosten,
die durch chronischen Schmerz verursacht werden [10], [17], [18]. So werden zum Beispiel in
den Vereinigten Staaten von Amerika die Gesamtkosten, die mit chronischem Schmerz assoziiert
sind, auf 560 bis 635 Milliarden US-Dollar geschätzt (Geldwert von 2010, nicht inflationsberei-
nigt)  [17]. Obwohl nur eingeschränkt miteinander vergleichbar, übersteigen diese Kosten sogar
die geschätzten Ausgaben für Herzkrankheiten (309 Milliarden US-Dollar), Krebs (243 Milli-
arden US-Dollar) und Diabetes (188 Milliarden US-Dollar) [17].
In Deutschland sind fünf bis acht Millionen Menschen von chronischen Schmerzen betroffen
[19]. Volkswirtschaftlich entstehen dadurch jährlich Kosten von 20,5 bis 28,7 Milliarden Euro,
von denen 11,7 bis  15,5 Milliarden Euro direkte  Kosten für Behandlung, Rehabilitation und
Medikamente und 8,8 bis 13,2 Milliarden Euro indirekte Kosten für vorzeitige Verrentung und
Arbeitsunfähigkeit sind [19].
1.3 Charakterisierung des P2X3-Rezeptors
Das Forschungsfeld der purinergen Signalübertragung beschäftigt sich mit den Effekten extrazel-
lulären Adenosins und extrazellulärer Adeninnukleotide [20], [21]. Purinerge Rezeptoren werden
in drei Familien unterteilt: Adenosin-Rezeptoren (P1), ATP-gesteuerte Ionenkanäle (P2X) und G-
Protein-gekoppelte Nukleotid-Rezeptoren (P2Y) [22].
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P2X-Rezeptoren  sind  ligandengesteuerte  Kationenkanäle,  permeabel  für  Na+-,  K+-  und  Ca2+-
Ionen [23], mit sieben Rezeptorsubtypen von P2X1 bis P2X7 [24], [25]. Sie besitzen eine große
extrazelluläre Schleife, zwei Transmembran-Domänen und intrazelluläre C- und N-Termini [26].
Lange Zeit wurde das Wissen, welche Aminosäuren der Rezeptoren potentiell an der Bindung
von Agonisten und Antagonisten, an der Desensitisierung und dem Öffnen des Ionenkanals betei-
ligt sind, aus Mutageneseuntersuchungen gewonnen [27]–[30]. Zu diesem Zweck wurden zahl-
reiche Aminosäuren der  extrazellulären Schleife  mutiert  und es  wurde geschlussfolgert,  dass
hochkonservierte  Aminosäuren  in  vier  Gruppen  eine  bedeutende  Rolle  für  die  Bindung  des
Agonisten ATP spielen [31]–[33]. 
Drei homo- oder heteromere P2X-Rezeptoruntereinheiten formen zusammen einen ATP-aktivier-
baren Ionenkanal mit einer zentralen Pore [34]. Ursprünglich nahm man an, dass sich auf jeder
P2X-Rezeptoruntereinheit  eine  Bindungsstelle  für  den  Agonisten  ATP befände  [35]. Später
wurde  jedoch  deutlich,  dass  ATP höchstwahrscheinlich  an  der  Schnittstelle  zwischen  zwei
benachbarten Untereinheiten gebunden wird [36], [37]. Frühere elektrophysiologische Untersu-
chungen  [38], [39] und molekulare Simulationen der durch ATP induzierten Ströme  [40], [41]
zeigten, dass zwei von drei Agonistenbindungstellen besetzt sein müssen, um eine Rezeptorant-
wort hervorzurufen. Die Kristallisation des P2X4-Rezeptors des Zebrafisches im geschlossenen
und im offenen, mit ATP assoziierten Zustand bestätigten den Aufbau aus drei Untereinheiten
sowie die Lokalisation der Agonistenbindungsstelle zwischen zwei benachbarten Untereinheiten
[22], [23], [34], [42]. Es wurden noch drei weitere Modelle von P2X-Rezeptoren beschrieben,
die jedoch alle auf sekundären Strukturprognosen wie Mutageneseexperimenten basieren  [22].
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Abbildung 1: P2X3-Rezeptor-Modell 
(nach Dr. Thomas Riedel)
Ein  Modell  des  P2X3-Rezeptors,  welches  anhand  von  sekundären  Strukturvorhersagen  und
Strukturfunktionsdaten erstellt wurde, postuliert ebenfalls die Existenz von vier ATP-Bindungs-
motiven pro Rezeptoruntereinheit, die zusammen die Bindungsstelle formen [43].
Die einzelnen P2X-Subtypen unterscheiden sich voneinander in Bezug auf ihre biophysikali-
schen Eigenschaften und ihre Sensitivität  für Agonisten und Antagonisten.  So desensitisieren
P2X1- und P2X3-Rezeptoren sehr schnell unter Einwirkung von ATP, während die restlichen
P2X-Rezeptorsubtypen viel langsamer desensitisieren. α,β-MeATP ist ein hochselektiver Agonist
an P2X1- und P2X3-Rezeptoren ohne Einfluss auf P2X2,4-7-Rezeptoren [29], [30].
1.4 P2X3-Rezeptoren und Schmerzwahrnehmung
Die Tatsache, dass homomere P2X3- und heteromere P2X2/3-Rezeptoren fast ausschließlich an
der  Nozizeption im Organismus beteiligt  sind  [44],  [45],  macht sie  zu außerordentlich inter-
essanten pharmakologischen Angriffszielen für selektive und reversible (kompetitive) Antago-
nisten.  Die  Rezeptoren,  welche  sich  auf  den peripheren  Enden der  Spinalganglien  befinden,
reagieren auf durch eine Gewebeschädigung freigesetztes ATP. Die durch die lokale Depolarisa-
tion ausgelösten Aktionspotentiale werden dann zum Hinterhorn des Rückenmarks fortgeleitet
[46]. So führt auch die intradermale Applikation von ATP und anderen P2X3-Rezeptoragonisten,
wie  α,β-MeATP,  beim  Menschen  zu  einer  Schmerzwahrnehmung  und  zu  einer  Verstärkung
entzündlich verursachten Schmerzes [47]. Die Stimulation spinaler P2X-Rezeptoren durch intra-
thekal  verabreichte  Agonisten  trägt  ebenfalls  zur  Schmerzwahrnehmung  bei,  wie  durch  eine
erhöhte Sensibilität gegenüber akuten und chronischen Schmerzreizen bei entsprechend behan-
delten Ratten gezeigt werden konnte [48].
In  Tiermodellen  inhibieren  P2X3-Rezeptorantagonisten  und  Antisense-Oligonukleotide  akute
und  chronische  Schmerzen,  wie  sie  bei  Entzündungen,  Neuropathie,  Migräne  und  Krebs
auftreten  [49],  [50].  Dementsprechend weisen P2X3-Rezeptor-defiziente  Mäuse eine  vermin-
derte Schmerzwahrnehmung im Vergleich zum Wildtyp auf. Interessanterweise führt die Rezep-
tordesensitisierung durch P2X-Agonisten nach einer initialen Steigerung der Schmerzwahrneh-
mung schließlich zu einer Senkung der Wahrnehmungsschwelle für Schmerz [51].
Die zuvor aufgeführten Eigenschaften der P2X3-Rezeptoren und ihre Beteiligung an zahlreichen
physiologischen Prozessen, wie der nervalen Reizübertragung, der Schmerzwahrnehmung und
der Entzündungsreaktion sowie die gezielte Antagonisierung der Rezeptorantwort mittels spezifi-
scher Liganden stellen interessante Ansätze für künftige Schmerztherapien am Menschen dar
[22].
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1.5 P2X3-Antagonisten
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden P2X3-Antagonisten untersucht.
1.5.1 A-317491
A-317491 wurde erstmals 2002 als hochselektiver Nicht-Nukleotid-Antagonist an humanen und
murinen P2X3- und P2X2/3-Rezeptoren beschrieben [52], wobei es sich um einen stereospezifi-
schen Antagonismus handelt, da das R-Enatiomer A-317344 einen deutlich geringeren Effekt auf
die  P2X3-Rezeptor-induzierten Ströme hat.  Pharmakologisch interessant  ist  neben der  hohen
Selektivität, die im Vergleich zu anderen P2X-Rezeptorsubtypen für P2X3-Rezeptoren mehr als
100-fach höher ist, der schnelle Wirkungseintritt, die Reversibilität, die Unempfindlichkeit gegen
metabolische Dephosphorylierung, wie im Falle von TNP-ATP [53] und die metabolische Stabi-
lität in vivo. So führt die Behandlung einer Cyclophosphamid-induzierten Zystitis mit A-317491
bei Ratten zu weniger frustranen Kontraktionen des Musculus detrusor vesicae, das Miktionsin-
tervall wird verlängert und das Residualvolumen der Blase wird verringert [54]. Eine dauerhafte
subkutane Verabreichung von A-317491 reduziert ebenfalls den chronischen Schmerz in Maus-
modellen mit induziertem Knochenkrebs in frühen Stadien [55]. A-317491, subkutan appliziert,
reduziert auch effektiv die Empfindung chronisch inflammatorischer Schmerzen nach plantarer
Injektion von kompletter Freund-Adjuvanz und sowohl die thermische Hyperalgesie als auch
eine taktile  Allodynie im Chronic-Constriction-Injury-Modell  des neuropathischen Schmerzes
bei Ratten. Die Schmerzbehandlung war bis zu einer Dosis von 100 µmol/kg subkutan nicht von
normalerweise auftretenden Nebenwirkungen, wie kardiovaskulären Ereignissen oder Störungen
der Motorik, begleitet.  Dagegen ist A-317491 ineffektiv in Modellen der akuten Nozizeption,
ausgelöst durch verschiedene Stimuli, wie Hitze, chemische und mechanische Reize oder plan-
tare Inzision [52]. 
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Abbildung 2: Strukturformel von A-317491
1.5.2 PPADS
PPADS, ein Sulfonsäurederivat, wurde erstmals 1992 als P2X-Rezeptor-Antagonist klassifiziert
[56]. Es wirkt am effektivsten an humanen P2X1-, P2X7- und P2Y1-Rezeptoren und ist 10- bis
200-fach schlechter wirksam an den anderen P2-Rezeptor-Subtypen [57]. PPADS wurde in einer
Vielzahl von experimentellen Schmerzmodellen zur Abschwächung der Schmerzwahrnehmung
eingesetzt [58], [59]. Daneben hat PPADS aber auch noch zahlreiche weitere pharmakologische
Wirkungen  [60],  was  die  Substanz  als  ungeeignetes  Werkzeug  zur  Erforschung  der  P2X-
Rezeptor-Funktionen erscheinen lässt. Allerdings hat dieser Antagonist auch einige bemerkens-
werte pharmakologische Eigenschaften. So assoziiert und dissoziiert PPADS 100- bis 10.000-
fach langsamer vom P2X2/3-Rezeptor als andere Antagonisten [61], weshalb PPADS manchmal
als irreversibler Antagonist bezeichnet wird  [62]. Als mögliche Erklärung für dieses Verhalten
wird die Ausbildung einer Schiff'schen Base zwischen einer Aldehyd-Gruppe des Liganden und
Lysin-Resten der P2X-Rezeptoren in Betracht gezogen. So führte das Fehlen des Aldehyd-Restes
in PPADS-Derivaten zu einer kompletten Reversibilität des Antagonismus [62]. Die Klärung des
Mechanismus der Antagonisierung wirft ebenfalls Probleme auf, so wurde die Art der Inhibition
entweder als kompetitiv  [63] oder als  nicht-kompetitiv  [64] beschrieben oder aber es konnte
nicht zwischen kompetitiv und nicht-kompetitiv unterschieden werden [61].
1.5.3 TNP-ATP
Nukleotid-Abkömmlinge des Agonisten ATP dienen ebenfalls als nützliche Liganden zur nega-
tiven Modulation der Wirkung von ATP. Beispielsweise kann der Agonist α,β-MeATP funktionell
die P2X-Rezeptorantwort durch schnelle Desensitisierung blockieren [60], [65]. TNP-ATP wirkt
ebenfalls als Antagonist an P2X-Rezeptoren. Nachdem es aufgrund seiner nützlichen Fluores-
zenzeigenschaften  lange  Zeit  als  Sonde  für  P2X-Bindungsstellen  benutzt  wurde  [66]–[68],
konnte später auch die antagonistische Wirkung nachgewiesen werden [69]. TNP-ATP hat eine
Affinität im nanomolaren Bereich für die P2X1-, P2X3- und die P2X2/3-Subtypen [53], ist bis
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Abbildung 3: Strukturformel von PPADS
hin zu mehreren Potenzen schwächer wirksam an P2X4-, P2X5- und P2X7-Rezeptoren  [53],
[59], [70], hat einen schnellen Wirkungseintritt und ist in seiner Wirkung vollständig reversibel
[71]. Interessanterweise wurde TNP-ATP erst als nicht-kompetitiver Antagonist an P2X-Rezep-
toren beschrieben [53], [72], bevor der kompetitive Charakter der Blockade nachgewiesen wurde
[71]. Diese Diskrepanz wird auf die relativ niedrige Dissoziationsrate von TNP-ATP zurückge-
führt, welche im zeitlichen Verlauf von der schnellen Desensitisierung des P2X3-Rezeptors über-
lagert wird und so die kompetitive Hemmung maskiert  [71]. Diese niedrige Dissoziationsrate
wurde ursprünglich auch als Grund für die starke Affinität von TNP-ATP zu bestimmten P2X-
Rezeptoren angenommen, jedoch ist vielmehr die im Vergleich mit α,β-MeATP zehnmal schnel-
lere Assoziationsrate dafür verantwortlich [61].
TNP-ATP wird  in vivo schnell  metabolisiert,  was die Anwendung als systemisch applizierten
Antagonisten erschwert [72], [73]. Dessen ungeachtet konnte in Tests mit Abdominalkonstriktion
als Marker für viszerale Nozizeption, bei denen Essigsäure intraperitoneal appliziert wurde, die
sechs- bis zehnfach höhere Potenz von TNP-ATP im Vergleich zu PPADS bei der Reduktion des
Schmerzvermeidungsverhaltens von Mäusen gezeigt werden [74].
1.6 Schild-Regression an schnell desensitisierenden Rezeptoren
Das von dem österreichischen Pharmakologen Heinz Otto Schild entwickelte grafische Verfahren
zur  Bestimmung  der  pharmakologischen  Potenz  eines  Antagonisten  beschreibt  mithilfe  der
linearen Regression den Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der molaren Antagonisten-
konzentration (log [Antagonist]) und der Hemmwirkung des Antagonisten (log (r-1)) [75]:
pA2 = -log [Antagonist] + log (r-1)
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Abbildung 4: Strukturformel von TNP-
ATP
Die antagonistische Potenz (der pA2-Wert) wird durch den Schnittpunkt der Regressionsgeraden
mit der Abszisse dargestellt. Das Konzentrationsverhältnis r beschreibt das Verhältnis der EC50-
Werte eines Agonisten in An- und Abwesenheit des Antagonisten [76]:
r = EC50 (+Antagonist)/EC50 (-Antagonist)
Die  folgenden Voraussetzungen müssen zur  Durchführung der  Schild-Regression  erfüllt  sein
[75]:
1.  Agonist  und Antagonist  binden frei  reversibel  an  den Rezeptor  und konkurrieren  um die
Bindungsstelle.
2. Zwischen Agonist- und Antagonistenwirkung hat sich ein Gleichgewichtszustand eingestellt
und das Massenwirkungsgesetz trifft zu.
3.  Eine  bestimmte  Rezeptorantwort  ist  mit  dem spezifischen Grad der  Besetzung durch den
Agonisten assoziiert.
4. Die beobachtete Antwort wird von einer einheitlichen Population von Rezeptoren vermittelt.
5. Der Antagonist hat keine anderen relevanten Wirkungen.
Neben  der  Ermittlung  der  antagonistischen  Potenz  ermöglicht  der  Schild-Plot  ebenfalls  die
Unterscheidung zwischen kompetitiven und nicht-kompetitiven Antagonisten [77] und wird aus
diesen Gründen häufig zur  Klassifizierung von Antagonisten genutzt  [78]–[80].  Dabei  macht
man  sich  die  Konkurrenz  des  Agonisten  und  des  kompetitiven  Antagonisten  um  dieselbe
Bindungsstelle zunutze. In Anwesenheit des Antagonisten erzielt eine höhere Agonistenkonzen-
tration im Vergleich zur Ausgangslage ohne Antagonisten die gleiche Rezeptorantwort, da der
Antagonist  durch  den  Agonisten  in  einer  höheren  Konzentration  von  der  Bindungsstelle
verdrängt wird. Die Konzentrationswirkungskurve des Agonisten wird somit parallel nach rechts
umso weiter  verschoben,  je höher die Antagonistenkonzentration ist.  Das Wirkmaximum des
Agonisten  wird durch steigende Antagonistenkonzentrationen nicht  verändert.  Im Falle  eines
nicht-kompetitiven  Antagonismus  würden  die  Konzentrationswirkungskurven  nicht  parallel
verschoben werden und das Wirkmaximum des Agonisten würde vermindert werden. Die Desen-
sitisierung verhindert  jedoch die Parallelverschiebung, sodass ein kompetitiver  Antagonismus
unter Umständen nicht als solcher erkannt wird.
Aufgrund  dieser  schnellen  Desensitisierung  des  P2X3-Rezeptors  kann  sich  scheinbar  kein
Gleichgewichtszustand zwischen Agonisten- und Antagonistenwirkung einstellen, da die Rezep-
torantwort bereits nach Millisekunden deutlich abnimmt. Untersuchungen der Antagonistenphar-
makologie sind folglich durch die vom Agonisten induzierte schnelle Desensitisierung limitiert
[81]. Dieses Phänomen wird nochmal in Abbildung 5 auf Seite 23 eingehender dargestellt. Zur
Umgehung der Problematik wurden die pharmakologischen Eigenschaften von P2X3-Rezeptor-
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Antagonisten an den langsam desensitisierenden P2X2/3-Rezeptoren oder Chimären aus P2X3-
und P2X2-Rezeptoren untersucht  [61], [81]. Heteromere P2X3-Rezeptoren bestehen aus einer
P2X2- und zwei P2X3-Untereinheiten, die Ligandenbindungsstelle ist ähnlich, jedoch nicht iden-
tisch mit der des homomeren P2X3-Rezeptors, des Weiteren wird der Versuchsaufbau durch die
Anwesenheit  von  P2X2-  und  P2X3-Homomeren  verkompliziert  [61],  [81].  Beim  chimären
P2X2-3-Rezeptor  wurden  der  N-Terminus  und  die  benachbarte  Transmembrandomäne  des
P2X3- durch die des P2X2-Rezeptors ersetzt.  Daraus resultierte ein im Vergleich zum P2X3-
Rezeptor  weniger  schnell  desensitisierender  Rezeptortyp  mit  der  Ligandenbindungsstelle  des
P2X3-Rezeptors [81].
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine neue Methode zu entwickeln, mit deren Hilfe direkte
Messungen  am P2X3-Rezeptor  unter  dem Einfluss  kompetitiver  Antagonisten  möglich  sind.
Essentiell war dabei die Verwendung des Hidden Markov Model (HMM), respektive die Erwei-
terung unseres schon bestehenden HMM des P2X3-Rezeptors für Agonisten [82] in der Art, dass
auch das Rezeptorverhalten in Anwesenheit  von Antagonisten korrekt wiedergegeben werden
konnte.
1.7 Hidden Markov Model (HMM)
Obwohl das HMM nach dem russischen Mathematiker Andrei Andrejewitsch Markow benannt
wurde, der sich zu Beginn des 20. Jahrhunderts hauptsächlich mit Analysis und Wahrscheinlich-
keitsrechnung  befasste,  entwickelten  Baum und  seine  Kollegen  die  eigentliche  Theorie  des
HMM in den Sechzigerjahren [83].
Das  HMM ist  ein  nützliches  statistisches  Hilfsmittel  zur  Modellierung  generativer  Datense-
quenzen, die einer observierbaren Sequenz zugrunde liegen [83]. Das bedeutet, dass ein System
mit mehreren Stadien zufällig von einem Stadium in ein anderes übergeht, wobei die Übergangs-
wahrscheinlichkeiten konstant bleiben und ausschließlich durch das aktuelle Stadium definiert
sind und nicht von zuvor eingenommenen Stadien  [84]. Diese inneren Stadien des HMM sind
jedoch nicht direkt messbar, sondern müssen über bestimmte Ausgabewerte beobachtet werden,
deren Auftreten mit einer feststehenden Wahrscheinlichkeit von den inneren Stadien abhängig
ist.
Folgendes Gedankenspiel soll als Exempel dienen: Ein Arzt behandelt einen Patienten mit Fieber
auf der Intensivstation. Als Differentialdiagnosen kommen eine Aspirationspneumonie oder eine
Sepsis in Betracht. Der Arzt weiß, dass aus einer Aspirationspneumonie in 15 % der Fälle eine
Sepsis hervorgeht, wobei andersherum in 40 % der Fälle die Aspirationspneumonie aus einer
Sepsis resultiert. Außerdem weiß der Arzt, dass eine Aspirationspneumonie zu 30 % von Fieber
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begleitet wird, eine Sepsis sogar zu 80 %. Der Arzt kann nun aus der Beobachtung des Fiebers
des Patienten heraus die Wahrscheinlichkeit für das Vorliegen einer Aspirationspneumonie oder
einer Sepsis abschätzen.
Im Falle des HMM für kompetitiven Antagonismus am P2X3-Rezeptor kann der Rezeptor drei
Stadien einnehmen: offen, geschlossen oder desensitisiert; von außen ist jedoch nur die Depolari-
sation der Zellmembran mittels der Patch-Clamp-Technik messbar. Die Wahrscheinlichkeit, dass
der Rezeptor von geschlossen zu offen wechselt, ist umso höher, je mehr Agonisten gebunden
sind, und umso niedriger, je mehr Antagonisten gebunden sind. Theoretisch wäre auch denkbar,
dass der Rezeptor ohne die Bindung eines Agonisten von geschlossen zu offen wechselt. Dafür
ist die Wahrscheinlichkeit jedoch sehr gering. Analog verhält sich der Übergang von offen zu
desensitisiert.  Aus dem Abgleich der Simulation des HMM mit den experimentell ermittelten
Daten war es möglich, die Übergangswahrscheinlichkeiten zwischen den einzelnen Stadien zu
berechnen und daraus die Dissoziationskonstanten (KD) und Bindungsenergien (ΔG) der Antago-
nisten für die jeweiligen Rezeptormutanten zu berechnen.
Neben  Anwendungsgebieten  in  Wirtschaft,  Informatik  und  Sprachforschung  wird  das  HMM
auch in zahlreichen medizinischen Forschungsbereichen genutzt, beispielsweise zur Genkartie-
rung [85], zur Kosteneffektivitätsanalyse von Medikamentenregimen [86], zur Modellierung der
Kontamination mit Pathogenen von Einzel- und Vierbettzimmern in Krankenhäusern  [87] oder
zur Schätzung der Lebenszeitkosten der Adipositas von Kindern in Deutschland [88].
1.8 Fragestellung
1. Ziel der Arbeit war es, unser schon bestehendes HMM der Wechselwirkung des P2X3-Rezep-
tors mit einem Agonisten so zu erweitern, dass auch das Rezeptorverhalten in Anwesenheit von
einem Antagonisten korrekt wiedergegeben werden kann.
2. Zur Untersuchung der ausgewählten Antagonisten A-317491, TNP-ATP und PPADS sollten
spezifische  Messprotokolle  entwickelt  werden,  welche  an  die  jeweiligen  Antagonisteneigen-
schaften angepasst sind.
3. Unter Verwendung eines HMM sollten für mehrere Rezeptormutanten mit veränderter Ligan-
denbindungsstelle die Dissoziationskonstanten KD und die Bindungsenergien  ΔG der Antago-
nisten berechnet werden, um aufzeigen zu können, welche Aminosäuren der Bindungsstellen für
die Bindung der Antagonisten bedeutend sind.
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3.1 Hintergrund
Chronischer Schmerz als eigenständige Krankheitsentität und die damit korrelierenden Patholo-
gien stellen weltweit ein essentielles Problem persönlicher, gesellschaftlicher und gesundheits-
ökonomischer Dimension dar. In Deutschland leiden fünf bis acht Millionen Menschen unter
chronischen Schmerzen, was mit direkten und indirekten jährlichen Kosten von  20,5 bis 28,7
Milliarden Euro verbunden ist.
Der purinerge P2X3-Rezeptor, ein schnell desensitisierender, ligandengesteuerter Kationenkanal,
bietet  aufgrund  der  Tatsache,  dass  P2X3-Rezeptoren  fast  ausschließlich  von  nozizeptiven
Neuronen exprimiert  werden, ungeachtet  seines besonderen Desensitisierungsverhaltens einen
vielversprechenden Angriffspunkt für zukünftige medikamentöse Schmerztherapien,  beispiels-
weise mit kompetitiven Antagonisten an diesem Rezeptor.
Die schnelle Desensitisierung des P2X3-Rezeptors nach Aktivierung ist jedoch auch die Ursache
dafür, dass sich der Rezeptor gängigen Analyseverfahren für die Interaktion mit kompetitiven
Antagonisten, wie dem Schild-Plot-Verfahren, entzieht, da die Vorbedingung des stabilen Gleich-
gewichts zwischen Agonisten- und Antagonistenwirkung aufgrund der schnellen Desensitisie-
rung nicht erfüllt ist. Das führte in der Vergangenheit zu Fehlinterpretationen, beispielsweise in
Bezug auf den kompetitiven Antagonismus durch TNP-ATP am P2X3-Rezeptor.
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3.2 Fragestellung
Das schon bekannte Hidden Markov Model (HMM) des P2X3-Rezeptors für Agonisten sollte für
die  Wechselwirkung mit  Antagonisten  erweitert  werden und anschließend unter  Verwendung
spezifischer Patch-Clamp-Messprotokolle für die ausgewählten Antagonisten A-317491, TNP-
ATP und PPADS zur Berechnung der Dissoziationskonstanten KD und der Bindungsenergien ΔG
der Antagonisten für fünf Rezeptormutanten mit veränderter Bindungsstelle genutzt werden. Es
sollte so geschlussfolgert werden, welche Aminosäuren der P2X3-Rezeptor-Bindungsstelle für
die Antagonisten-bindung von Bedeutung sind.
3.3 Material und Methoden
Anhand von Vorexperimenten und Simulationen mit dem Programm NAMD wurden fünf Rezep-
tormutanten, bei denen jeweils eine Aminosäure der Bindungsstelle durch Alanin ersetzt wurde,
unter  der  Annahme  ausgewählt,  dass  sie  ein  verändertes  Bindungsverhalten  gegenüber  den
Antagonisten zeigen würden. Die cDNA des humanen P2X3-Rezeptors und seiner Mutanten mit
veränderter Bindungsstelle wurde transient in HEK293-Zellen transfiziert. Nach einer Inkubati-
onszeit von zwei bis vier Tagen wurden die Patch-Clamp-Messungen im Whole-Cell-Verfahren
durchgeführt.  Als  Agonist  wurde  stets  der  P2X1,3-Rezeptor-selektive  Agonist  α,β-MeATP
verwendet. Antagonisten waren A-317491, PPADS und TNP-ATP.
Die Messprotokolle waren die folgenden:
1. Steady-State-Protokoll  – Dieses Protokoll verbindet eine Konzentrationswirkungskurve des
Antagonisten mit der Messung der Erholung nach Desensitisierung. Dazu wurde der Agonist für
jeweils zwei Sekunden in Anwesenheit des Antagonisten repetitiv nach 28, 32 und 94 Sekunden
appliziert. Nach einem Intervall von fünf Minuten, welches eine vollständige Erholung des zuvor
desensitisierten Rezeptors erlaubte, wurde ein erneuter Durchlauf mit der nächsthöheren Antago-
nistenkonzentration initiiert (siehe Abbildung 2A des Papers).
2. Wash-out-Protokoll – Der Rezeptor wurde für 20 Sekunden einer hohen Antagonistenkonzen-
tration  ausgesetzt,  welche  eine  vollständige  Blockade  der  durch  den  Agonisten  induzierten
Ströme verursachte. Dann wurde die Antagonistenapplikation gestoppt und der Agonist für zehn
Sekunden appliziert.  Das ermöglichte eine direkte Beobachtung der  Dissoziation von schnell
dissoziierenden Antagonisten. In den folgenden Durchläufen wurden die Zeitintervalle zwischen
dem Stopp der Antagonisten- und dem Start der Agonistenapplikation vergrößert. Zwischen den
einzelnen  Durchläufen  mit  ansteigenden  Zeitintervallen  lagen  ebenfalls  fünf  Minuten  (siehe
Abbildung 2C des Papers).
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3.  Dynamic-Antagonist-Application-Protokoll  –  Dieses  Protokoll  wurde  für  Antagonisten
genutzt, deren maximale Hemmwirkung nach einer Minute einsetzt, da es die Beobachtung des
dynamischen Austauschs von Agonist und Antagonist erlaubte. Der Agonist wurde 25-mal für je
eine Sekunde mit einem Abstand von einer Minute appliziert, um die Rezeptorantwort häufiger
beobachten zu können. Das einminütige Intervall ermöglichte keine vollständige Erholung von
der  Desensitisierung,  jedoch  stellte  sich  nach  der  dritten  Applikation  ein  Gleichgewicht  ein
zwischen desensitisierten und wieder aktivierbaren Rezeptoren. Der Antagonist wurde zwischen
dem achten und dreizehnten Intervall appliziert (siehe Abbildung 2B des Papers).
4. Protection-Protokoll – Um den kompetitiven Charakter der Antagonisierung aufzuzeigen, gab
es sieben Zeitpunkte (S1 bis S7) mit einem jeweiligen Intervall von fünf Minuten dazwischen.
Der Agonist wurde bei S1 bis S5 und S7 appliziert. Unmittelbar nach S3 und S6, dem Zeitpunkt
ohne  Agonistenwirkung,  wurde  der  Antagonist  hinzugegeben.  Wenn  der  Antagonist  die
Bindungsstelle des Agonisten besetzte, würde im nachfolgenden Durchlauf bei S4 und S7 keine
antagonisierende  Wirkung  eintreten,  da  die  Bindungsstelle  des  Rezeptors  zuvor  durch  den
Agonist okkupiert  war.  Da das Intervall zwischen zwei Applikationen fünf Minuten betragen
muss, eignet sich dieses Protokoll nur für Antagonisten, deren Wirkung länger als die Desensiti-
sierung des P2X3-Rezeptors andauert (siehe Abbildung 4C des Papers).
Um die so gemessenen Ströme korrekt  fitten zu können, erweiterten wir unser zuvor entwi-
ckeltes HMM für die Agonistenbindung mit zusätzlichen Parametern, um auch die Antagonisten-
bindung  modellieren  zu  können.  Unter  der  Annahme,  dass  die  Bindung  eines  kompetitiven
Antagonisten nur ein alternativer Schritt zur Bindung des Agonisten ist und den Rezeptor in
keiner anderen Weise beeinflusst, als die Bindung des Agonisten zu verhindern, modellierten wir
drei Bindungsstellen, eine für jede Untereinheit des Rezeptors, die jeweils unabhängig vonein-
ander besetzt werden. Auf diese Weise wurden nur zwei freie Parameter benötigt, um die Interak-
tion des Antagonisten mit Rezeptor und Agonist zu charakterisieren, die Assoziationsrate k1 und
die Dissoziationsrate k-1 des Antagonisten (siehe Abbildung 1 des Papers).
Für  die  Berechnungen und um die  Ströme zu fitten,  wurde  die  Software QUB benutzt.  Die
Dissoziationskonstante KD und die Bindungsenergie ΔG für jede Kombination aus Rezeptor und
Antagonist wurden aus den Parametern k1 und k-1 mithilfe der Gleichungen KD = k-1/ k1 und ΔG =
R*T*ln KD bestimmt, wobei R die Gaskonstante und T die absolute Temperatur bezeichnet.
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3.4 Ergebnisse
Unser HMM für kompetitiven Antagonismus beschreibt sehr zutreffend die vom Agonisten indu-
zierten Ströme in Gegenwart der Antagonisten und nach ihrem Auswaschen in allen verwendeten
Protokollen.  Somit  konnte der kompetitive Charakter  der Antagonisierung für A-317491 und
TNP-ATP verifiziert werden. Für den P2X3-Rezeptor-Wildtyp sowie die Mutanten F174A und
F301A wurde  die  Agonistenkonzentration  von  10  µM  verwendet,  für  die  Mutanten  K65A,
N279A und R281A wurde sie auf 100 bis 300 µM erhöht, um der niedrigeren Reagibilität dieser
Mutanten auf α,β-MeATP gerecht zu werden. Die Antagonisten-Konzentrationen wurden schritt-
weise erhöht, bis eine nahezu komplette Blockade der Ströme erreicht war.
Mithilfe der gefitteten Ströme konnten aus der Assoziations- und der Dissoziationsrate die Disso-
ziationskonstante KD und die Bindungsenergie ΔG für jede Antagonisten-Mutanten-Kombination
berechnet werden (siehe Tabelle 1). Die beiden Mutanten K65A und R281A zeigten sowohl für
A-317491 als auch für TNP-ATP eine erhöhte Dissoziationskonstante und folglich eine redu-
zierte Bindungsenergie. 
PPADS entzog sich einer Analyse mittels HMM, da der antagonisierende Effekt scheinbar nicht
reversibel  ist.  Aus  diesem Grund wurden keine  Konzentrations-Wirkungs-Kurven für  andere
Rezeptorvarianten als den Wildtyp-Rezeptor gemessen. Der kompetitive Charakter der Blockade
durch PPADS konnte jedoch mithilfe des Protection-Protokolls bestimmt werden, da die Beset-
zung der Bindungsstelle mit dem Agonisten die Antagonisierung durch PPADS verhindert.
Antagonisten Mutanten KD (nM) ± SD ΔG (-kJ/mol) ± SD n
A-317491 Wt 69,87±0,29 40,41±0,01 36
F174A 158,13±1,11 38,41±0,02 26
F301A 82,49±0,63 40,01±0,02 22
K65A 316,32±3,66 36,71±0,03 16
N279A 243,04±1,78 37,36±0,02 21
R281A 875,71±8,15 34,21±0,02 12
TNP-ATP Wt 3,53±0,01 47,73±0,01 29
F174A 5,95±0,04 46,45±0,02 19
F301A 3,00±0,04 48,13±0,03 22
K65A 170,45±1,13 38,23±0,02 28
N279A 3,24±0,03 47,94±0,02 22
R281A 34,01±0,26 42,18±0,02 25
PPADS Wt 454,75±1,05 35,82±0,01 23
Tabelle 1: Dissoziationskonstanten (KD) und Bindungsenergien (ΔG) der Antagonisten nach 
Berechnung durch das HMM
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3.5 Diskussion
Bisher war es schwierig, die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen bezüglich P2X3-Antago-
nisten zu vergleichen, da verschiedene experimentelle Ansätze benutzt wurden und klassische
Analysewerkzeuge,  wie die  Schild-Regression,  zur  Bestimmung des  kompetitiven Charakters
des Antagonismus am schnell desensitisierenden P2X3-Rezeptor versagen. Die rasche Desensiti-
sierung beeinflusst die Rezeptorkinetik, was in einer Nicht-Parallelverschiebung der Konzentra-
tions-Wirkungs-Kurven im Schild-Plot resultiert und zu der falschen Annahme führte, TNP-ATP
wäre kein kompetitiver Antagonist. Zur Umgehung dieser Problematik wurde, wie zuvor bereits
beschrieben,  der  langsam  desensitisierende  P2X2/3-Rezeptor  oder  ein  chimärer  P2X2-3-
Rezeptor verwendet und das P2X3-Rezeptor-Verhalten extrapoliert.
In der vorliegenden Arbeit konnten diese Fragen gelöst werden, indem die Korrektheit des erwei-
terten HMM mittels drei experimenteller Protokolle verifiziert und Dissoziationskonstanten (KD)
und Bindungsenergien (ΔG) für die Antagonisten A-317491, TNP-ATP und PPADS bestimmt
wurden.  Während  A-317491  und  TNP-ATP den  Rezeptor  kompetitiv  hemmen,  entzog  sich
PPADS der Analyse durch das HMM aufgrund des pseudoirreversiblen Charakters der Blockade.
Dessen ungeachtet  liefert  das  Protection-Protokoll  starke  Hinweise  auf  eine  Konkurrenz  des
Agonisten mit PPADS um dieselbe Bindungsstelle. Außerdem sprechen folgende Punkte eben-
falls für das Funktionieren der Methode: Die für A-317491 und TNP-ATP bestimmten KD-Werte
gleichen denen, die an P2X2/3-Rezeptoren bestimmt wurden; ferner sind die KD-Werte nicht
abhängig von der Agonisten-Konzentration, die aufgrund der unterschiedlichen Rezeptoraffinität
zwischen  10  und  300  µM  variierte,  während  die  KD-Werte  von  vier  Mutanten  unverändert
blieben; die beiden Rezeptormutanten K65A und R281A zeigten sowohl für den Agonisten, als
auch für die Antagonisten A-317491 und TNP-ATP einen deutlich erhöhten KD-Wert und eine
verringerte Bindungsenergie ΔG, weshalb sie für die Ligandenbindung folglich eine bedeutende
Rolle spielen.
Das Interesse am Verständnis der Antagonistenbindung an P2X3-Rezeptoren wächst in letzter
Zeit aufgrund des potentiellen therapeutischen Nutzens in der Schmerztherapie. Neben Muta-
genese-Studien trug auch die Kristallisation des Zebrafisch-P2X4-Rezeptors im geschlossenen
Zustand und komplexiert mit ATP viel zum Verständnis der Struktur der Bindungstasche und
deren Aminosäureanordnung bei. Für funktionelle Analysen eignet sich die Kristallisation jedoch
nicht. Die schnelle Desensitisierung des P2X3-Rezeptors erschwert die Untersuchung der Rezep-
torkinetik, einen Lösungsansatz für diese Problematik bietet die Verwendung eines HMM, wie in
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte.
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Anhang
Tabelle 1 Anhang:
Parameter  des  Wt-P2X3-Rezeptor-HMM  für  α,β-MeATP als  Agonisten  und  TNP-ATP  und
A317491 als Antagonisten
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Abbildung 1 Anhang: 
A) Konzentrationswirkungskurven des Wt-P2X3-Rezeptors als  Simulation des HMM (Linie),
um  die  experimentell  bestimmten,  gemittelten  Stromamplituden  (Symbole)  zu  fitten  in
Anwesenheit  verschiedener  TNP-ATP-Konzentrationen  (0  nM  bis  30  nM)  und  mit  ATP als
Agonist  zum  Nachweis  der  Äquivalenz  zwischen  ATP  und  α,β-MeATP.  Mittelwerte  und
Standardabweichungen wurden aus sechs Experimenten bestimmt.
B) Prozentsatz der wiederaktivierbaren Rezeptoren 60 s nach der ersten α,β-MeATP-Applikation
in Abhängigkeit steigender A-3174941-Konzentrationen. Die Daten wurden dem Steady-State-
Protokoll entnommen.
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